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論 文 内 容 の 要 旨 
 
General Introduction 
生命科学おいて情報科学の重要性は年々増している．特に配列解析の分野においては情報処理技術
が必須となっている．配列解析においては特定の配列をデータベースから検索したり，大量の配列断
片から元の配列をアセンブルしたりするために BLAST など様々なソフトウエアが提案されてきた．
特に 2000 年代後半より使われるようになった高速シークエンサーでは，さらに大量の配列データが得
られるようになり，そのデータを扱うために Bowtie や BWA など情報科学の分野で提案されていたア
ルゴリズムを生命科学に応用して広く使われている． 
生命科学においてデータベースの重要性も増している．様々な高速な計測技術が発達したことで，
そこから得られるデータも爆発的に増加しており，さらに近年，多くのジャーナルにおいて実験で得
られた生データを公開リポジトリに登録さすることが要求されているため，それらのデータは指数関
数的に増加している．このように急激に増加しているデータを用いてデータ駆動型の研究が可能とな
り，大量のデータを用いてメタ解析を行うこと従来手法では不可能であった仮説提案が出来るように
なった．たとえば遺伝子発現量解析においては大量の発現定量データを収集し，遺伝子同士の発現パ
ターンの相関を解析することで，未知の遺伝子間の関係性を見つけ出すことが可能となった．このよ
うな遺伝子発現量の大規模再解析は従来から使われていたマイクロアレイにおいては広く使われてい
たが，RNA-Seq に対してはあまり行われてこなかった．本博士論文では従来 RNA-Seq の大規模再解
析を妨げていた計算量の問題を解決し，その結果を応用して RNA-Seq を元にした発現量大規模再解析
を行った． 
Part I   The development of ultra fast RNA-Seq analysis method 
遺伝子発現量の測定は細胞の状態を理解したり，遺伝子がどのような状況で機能しているかを調べ
たりする上で重要である．従来はノーザンブロッティングやマイクロアレイなどを用いて調べられて
きたが，ここ十年ほどで RNA-Seq が主流のなりつつある．RNA-Seq は従来手法にくらべプローブの
ない遺伝子にも対応でき，ダイナミックレンジが広く，より高精度に測定が可能である．このように
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精度に優れた RNA-Seq であるが，その大規模再解析はマイクロアレイにくらべてわずかしか行われて
こなかった．これは RNA-Seq のデータを再解析するためには定量手法や ID の統一の問題から生デー
タから再計算せざるを得ず，その計算のためには多くの計算資源を必要とするためである．RNA-Seq
の発現定量手法としてはアライメントベースの手法である，TopHat2&cufflinks，eXpress，RSEM など
が広く使われている．これらは正確な手法ではあるが，時間がかかるためより高速なアライメントフ
リーな手法として Sailfish や Kallisto，RNA-Skim などの手法も提案されている．アライメントフリー
な手法はアライメントベースの手法に比べて高速ではあるが，RNA-Seq の大規模再解析のためにはさ
らに高速な手法が必要とされている．そこで，本研究ではアライメントフリーな手法をベースにより
高速な手法を開発した．本手法においては転写物単位ではなく遺伝子単位の発現量推定を行うこと，
各遺伝子に固有の N-gram だけを用いることした．これにより発現量推定の最終段階において他の手
法と同じように EM アルゴリズムを用いることなく，決定論的に遺伝子発現量を求めることが可能に
なった．また，固有の N-gram は連続して存在していることを利用して，計算の省略を行い，さらに
高速化を達成することができた． 
本手法による RNA-Seq データの発現量推定は大きく分けて二つのステップに別れる．まず，対象と
なる各生物種において固有の N-gram のインデックスを作成し，次にそれを利用して各実験の発現定
量を行う．固有の N-gram のインデックスの作成は生物種ごとに一度だけ行えばよく，発現定量にお
いて使い回すことが出来る．固有の N-gram のインデックスの作成においては RefSeq などの RNA-Seq
転写物配列データベースからそれぞれの遺伝子に固有の N-gram を探し出す．また，その N-gram が特
定の Isoform にしか存在していない場合は，遺伝子単位の発現定量において悪影響を及ぼすので取り
除いた．次に，遺伝子発現量においては各 RNA-Seq のリードに遺伝子固有 N-gram が含まれているか
を検証し，それを元に各遺伝子の発現定量を行った．遺伝子 iに含まれる固有 N-gram の数をKiとし，
遺伝子 i固有 N-gram を含むリードの本数を Ciとしたとき，各遺伝子の発現量 FPKM (Fi)と TPM (Ti)
は以下の式で求められる． Ti  Ci /Ki(Ci / Ki )
j
 106
 
Fi  Ci / KiCi
j
 109
 
このとき，他の手法では必要な EM アルゴリズムを用いた推定を行う必要がないため，高速に発現量
を推定することができる． 
本手法の精度の検証のために RSEM で提供されるシミュレーション RNA-Seq データ作成ツールを
用いて推定された発現量と想定された発現量の比較を行った．今回の提案手法とアライメントベース
の手法である eXpress，およびアライメントフリーな手法である Sailfish，Kallisto と精度の比較を行っ
た．その結果，今回の手法で扱える 97%の遺伝子にしぼった比較では提案手法が最もよい精度を達成
した．リアルデータにおける比較においても eXpress と相関係数 0.9 以上で実際のノイズが入ったとし
ても高い精度で推定することができた． 
CPU 時間およびメモリ使用量も比較を行った．Bowtie, eXpress, Kallisto, RNA-Skim, RSEM, Sailfish
と今回の提案手法を比較したところ提案手法が最も高速であり，メモリ使用量も Bowtie を用いて遺伝
子間で共通配列を処理しない場合に次いで少ない結果となった．これらより，本提案手法は遺伝子単
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位の発現定量を行うソフトウエアとして最も高精度かつ最も高速であるという結果が得られた． 
 
Part II   The development of massive analysis method for large RNA-Seq dataset 
ここ 20 年ほどでマイクロアレイによる発現量データは急速に増加した．それにより様々なメタ解
析が行われている．しかしながら，RNA-Seq を用いた解析は RNA-Seq による発現変動解析が主流に
なってきたにもかかわらず広くは行われていない．これは RNA-Seq の大規模再解析における大量の計
算が必要であったためである．Part I においてこの問題を解決したので，本 Part においては RNA-Seq
の大規模再解析を行った．発現量データの大規模再解析としては遺伝子共発現解析がよく使われてい
る．マイクロアレイを用いた共発現解析はいくつか例があるが，RNA-Seq を用いた共発現解析はほと
んど行われていない．そこで RNA-Seq を用いた共発現を計算し，その性能評価を行った． 
RNA-Seq の発現定量は Part I で開発した手法を用いて行った．使用する RNA-Seq データは DDBJ 
Sequence Read Archive から入手した．ヒトでは 10,738 サンプル，マウスでは 12,190 サンプルを利用し
た．その他にもゼブラフィッシュ，ショウジョウバエ，ラットでも計算を行った．これらの RNA-Seq
データを Part I で開発した手法を用いて発現定量を行い，その後，従来のマイクロアレイで用いられ
ていた方法を用いて遺伝子共発現を計算した．最後に Gene Ontology を用いて遺伝子機能予測の精度
を検証した． 
その結果，ヒト，マウスにおいては従来のマイクロアレイを用いた共発現予測よりも，よりよい遺
伝子機能予測が達成できた．その他の生物種においてはマイクロアレイよりも精度が劣っていたが，
ヒトとマウスの結果から遺伝子機能予測精度はサンプル数に強く相関することから，今後のサンプル
数の増加に伴ってよりより予測精度が達成できるものと期待できる． 
 
Part III   Comparison of Gene Coexpression Profiles and Construction of Conserved Gene Networks to 
Find Functional Modules 
ヒトゲノムが解読されて以来，次の段階としてゲノム中の様々な要素に対してアノテーションを付
与することに研究がシフトしてきた．それぞれの遺伝子は各々の機能を持っているが，それらの遺伝
子が複数互いに連携して働くことでさらに高度な機能を達成している．そのため，アノテーションと
して遺伝子間の関係性を特定することが遺伝子機能の理解のために必要である．従来，タンパク質間
相互作用や文献情報を元にした遺伝子間の関係が用いられてきたが，これらでは一部の関係性しか網
羅できない．そのため，全遺伝子を網羅できる遺伝子共発現を用いた方法が広く使われている． 
また，ゲノム情報の理解には配列の保存度がよく使われている．この生物種を超えた共通性を遺伝
子発現量にも応用することでさらなる遺伝子機能の予測精度向上が可能になることが期待できる．そ
こで生物種を超えて遺伝子発現を比較する方法として，いくつかのサンプル間を比較するための方法
が提案されてきた．従来手法では基本的に複数のサンプルを複数の生物種でマッチングさせる方法を
とっているが，対応するサンプルが存在するとは限らない．そこで本研究では遺伝子発現の生物種間
の比較をサンプルマッチングによらず，遺伝子共発現によって行う手法を開発した．また，それを用
いて遺伝子ネットワークの解析を行った． 
遺伝子共発現の比較は，遺伝子共発現リストの類似性を比較することで行った．二つの遺伝子共発
現リストの上位に同じ遺伝子が多く出てくる場合には，二つの遺伝子で共発現している遺伝子が共通
しており，すなわち二つの遺伝子の発現パターンは似ていると推定できる．この遺伝子共発現リスト
の比較を上位いくつまで比較するかを変えることで，共発現リストがどこまで似ているかを定量化す
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る方法を提案した．また，この手法により共発現リストをどこまで信用すればよいかを定量化するこ
とができたので，それを用いて保存共発現を用いた遺伝子保存共発現ネットワーク解析を行うことが
できるようになった．これにより，保存を用いない共発現に比べて高精度に機能遺伝子モジュールの
推定が行うことができた． 
 
Part IV   The development of large dataset analysis helper tools 
今日，バイオインフォマティクス分野では大量のデータが毎日生み出されている．これらの大量の
データをいかに扱うかが問題となっている．Excel のようなグラフィカルなルールは使いやすくはあ
るが，大きなデータの取り扱いができず，R や SQL のようなツールでは内容を確認するのが直感的に
はできない．そこで，SQLite をベースとした表解析ツールとして Hyokai を開発した．SQLite を用い
ることで様々なプログラミング言語との連携を可能とし，C++で実装されたグラフィカルユーザーイ
ンターフェースにより大量のデータを快適に閲覧することができるようになった． 
また，RNA-Seq 解析を手軽に行うためのソフトウエアも開発した．多くの RNA-Seq 解析ツールは
コマンドライン上で動くように設計されているが，情報系のバックグラウンドを持たない人にとって
は扱うのが困難な場合がある．そこで，ウェブアプリとして RNA-Seq の簡易解析が行えるツールを作
成した．これにより，ソフトウエアをインストールすることなく，ブラウザだけで解析が行えるよう
になった． 
 
Conclusion 
本研究では RNA-Seq 解析を大規模に行う手法を開発した．現在，大量のデータ解析が RNA-Seq 解
析データが公共データベースに登録され，その数は急激に増加しており，それらのデータを再解析す
ることは，新たな生物学的知見を得るために有用であると期待される．しかし，計算量の問題ですべ
ての登録されている RNA-Seq データを再解析することは現実的ではなかった．そこで，従来のアライ
メントベースの解析手法に対して 300 倍高速に解析できる手法を開発した．これにより，登録されて
いるすべての RNA-Seq データを再解析することができるようになった． 
今回開発した手法をヒトとマウスを含むいくつかの生物種に適用し，遺伝子共発現解析を行った．
その結果，ヒトやマウスのように多くのデータが登録されている生物種については，従来手法である
マイクロアレイにくらべて良い予測精度を達成することができた．それ以外の生物種については，今
後データ数が増えてくることによって改善が期待できる．また，遺伝子共発現を複数の生物種で比較
することも行った．その結果，従来の 1 つの生物種のみで予測をすることに比べて，より良い精度で
機能遺伝子モジュールを予測することができた． 
このように，本研究により RNA-Seq による大規模再解析を可能とし，RNA-Seq によるデータ駆動
型研究を行うことが可能となった． 
論文審査結果の要旨 
 
 本論文は現在急速に増加している遺伝子発現量定量手法である RNA-Seq データを用いて高速
にメタ解析を行い、それを遺伝子保存共発現ネットワーク解析へと応用する方法について示した
ものである。論文は以下の四部から構成され、各部の要旨は以下に記載のとおりである。 
 第一部では、急増する RNA-Seq データを高速に解析する方法を記述している。従来は、RSEM
や eXpress といった手法によりリファレンス配列にマッピングした上で、それぞれの遺伝子の発
現量を推定していた。しかし、マッピングは計算量が多いため、大量のデータの再解析を困難に
していた。これに対してより高速な方法として N-gram を用いた方法があり、Sailfish や 
Kallisto などいくつかの手法が提案されているが、現在急激に増加しつつある大量のデータ解析
には不十分であった。そこで本論文では、遺伝子の発現量推定に特化し遺伝子に固有の N-gram を
用いることで、従来手法よりも大幅に高速かつより高精度な 新規 RNA-Seq 解析手法の提案を行
っている。 
 第二部では、第一部で開発した手法を用い、実際にヒト・マウス・ラット・ショウジョウバエ・
ゼブラフィッシュについてメタ解析を行った。メタ解析としては、遺伝子共発現解析を行い、遺
伝子機能予測の精度を Gene Ontology を用いて検証している。その結果、ヒトとマウスにおいて
従来手法であるマイクロアレイを用いた共発現よりも高い予測精度を達成している。 
 第三部では、第二部において作成した遺伝子共発現を用いて複数の生物種間の比較を行った。 
ヒトとマウスの共発現を両方利用することで、１つの生物種だけを用いた共発現よりもより高精
度な遺伝子機能モジュールの推定を実現している。また、生物種間の類似性を遺伝子共発現の類
似性から評価した結果、遺伝子共発現の類似性だけからも十分な精度で推定できることを示した。 
 第四部では、本研究の遂行に付随して整備してきたソフトウエア群を記載している。大量のデ
ータを一覧表示し、高速に絞り込むための Hyokai や、コマンドラインに親しみの無いユーザー
でも簡単に RNA-Seq の簡易解析が出来る DEG.js を開発している。 
 以上要するに本論文は、生命情報科学で現在大きな課題になっている急激なデータ増加に対し 
て、情報科学的な手法を駆使することで一つの解決手法の提案と実装を行っており、応用情報科
学並びに生命情報科学の発展に寄与するところが少なくない。 
 よって、本論文は博士（情報科学）の学位論文として合格と認める。 
